









KRAS 変異陽性肺腺癌における survivin の治療標的分子としての基
礎的検討 
1)Survivin knockdown induces senescence in TTF-1-expressing, 
KRAS-mutant lung adenocarcinomas 
（サバイビンノックダウンはTTF-1を発現する KRAS変異陽性肺腺癌
において細胞老化を誘導する） 
2)Trametinib downregulates survivin expression in RB1-positive 
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論文題名 
KRAS変異陽性肺腺癌における survivinの治療標的分子としての基礎的検討 
１）Survivin knockdown induces senescence in TTF-1-expressing, KRAS-mutant lung 
adenocarcinomas 




 現在まで KRAS-mutant肺腺癌での survivin発現の意義は十分に探索されていない。本
研究では臨床病理学的および分子病理学的にsurvivinがKRAS-mutant肺癌における恰好




 研究方法   
 外科的に切除された KRAS-mutant 肺腺癌 28 例を対象に免疫組織化学的にこれらの癌
細胞の survivinの発現を検討した。TTF-1陽性かつ E-cadherin陽性の KRAS-mutant肺
腺癌細胞株NCI-H358 cellsとNCI-H441 cellsを用いて survivin, TTF-1 knockdown実験
を行った。さらにMEK inhibitor trametinibおよび Bcl-2 inhibitor ABT-263を用いて各










Survivin が KRAS-mutant 肺腺癌の増殖、生存に関わるかどうか調べるため、H358, 









③Survivinノックダウンに加えて BCL2 inhibitorである ABT-263とMEK inhibitorで
ある trametinibの併用は KRAS mutant肺腺癌の明らかなアポトーシスを誘導する 
Survivinをノックダウンした H358, H441に ABT-263単剤、trametinib単剤あるいは
ABT-263 と trametinib 2 剤を投与したところ、特に両剤の併用は明瞭に生細胞を減少さ







おける癌細胞の環境を模倣するため３D on-top 培養を導入した。NC siRNA で介入したス
フェロイドは、経時的に増大したのに対し、BIRC5 siRNA で介入したスフェロイドの増
殖は抑制され、さらに survivin knockdownと ABT-263と Trametinibの併用療法では生
細胞数は顕著に減少し、スフェロイドは崩壊しアポトーシス小体を観察した。これらの結
果から、survivin ノックダウンと ABT-263 と Trametinib の併用療法は生体内の
micrometasitasisを治療しうると推定された。 
 
⑤マウス皮下移植実験で survivin ノックダウンおよび AT 療法の併用は上皮型
KRAS-mutant肺腺癌に有効だった 
ヌードマウスにH358のNC siRNAまたはBIRC5 siRNAを transfectionした細胞を皮
下移植した。NC siRNA で介入した細胞を移植したマウスの皮下腫瘤と比較すると
survivin depleted 細胞を移植したマウスの皮下腫瘍は顕著に増大が抑制された。さらに








NKX2.1 siRNA を用いて H358、H441 の TTF-1 をノックダウンしたところ、H358, 
H441の増殖は僅かながら有意に抑制された。その際 survivinの発現が低下する傾向にあ





Survivin knockdown のみではH358, H441細胞が apoptosisすることはなかったが、
ABT-263と trametinibを併用することで効果的に細胞死させることができた。trametinib
（ERK 抑制）により BIM の分解抑制と脱リン酸化が生じ、さらに ABT-263 を加えて効
果的に apoptosisさせることができた。 
３次元培養は、平面培養と比較すれば生体内での状態に近い。Survivin knockdown + 




 我々が解析した KRAS-mutant 肺癌 29 例中 19 例は TTF-1 陽性の肺腺癌であった。か
つ、これらの肺腺癌と類似した表現型を呈する H358, H441細胞は TTF-1にある程度依存






癌細胞の survivin をノックダウンすると細胞老化が誘導された。また survivin ノックダ
ウンに ABT-263 と trametinib を併用する治療法は、KRAS-mutant 肺腺癌細胞を高度に
アポトーシスさせうることを、in vitro、in vivoで示した。以上より、KRAS-mutant肺
腺癌患者において、survivinは格好の治療標的分子であり、survivinノックダウンおよび





２）Trametinib downregulates survivin expression in RB1-positive KRAS-mutant lung 
adenocarcinoma cells. 
（トラメチニブは RB1陽性 KRAS変異陽性肺腺癌細胞のサバイビン発現を抑制する） 
 
研究目的 
我々はMEK inhibitor trametinibが上皮型 KRAS陽性肺腺癌細胞株 H358, H441 cells
の survivin 発現を低下させるという興味深い現象を見出した。本研究では、RB1 陽性
KRAS 変異陽性肺腺癌細胞株（H358, H441）と RB1 陰性 KRAS 変異陽性肺腺癌細胞株








① RB1 positive KRAS mutant lung adenocarcinoma細胞において trametinibは p21発
現を誘導し survivinの発現を抑制する 
上記の細胞に Trametinib を投与したところ viability が濃度依存性に低下した。





一方、H2009でも trametinib投与により p21は誘導され、survivin発現も day 2で一
旦は抑制されたものの、その後は速やかに回復した。H2009 における、この一過性の
survivin発現抑制は、day 3の ERKの再活性化とともに回復した。H2009は、trametinib
投与後 day 28 で p21 が陰性化し、survivin は発現しているが、この時点で H2009 cells
は trametinib存在下でも増殖可能であり、trametinibに対する耐性を獲得していた。 
次に H358, H441において siRNAで p21を knockdownした。NCsi細胞+ trametinib
と CDKN1Asi細胞+ trametinibを比較すると、p21 knockdownにより survivinの発現
は増加し、この際 RB1 も増加していた。まとめると、RB1-positive KRAS-mutant 
adenocarcinoma において trametinib 投与後に生じる survivin 発現抑制には、誘導され
た p21が重要な役割を果たしている。また、RB1-negative KRAS-mutant adenocarcinoma
では、trametinib 治療により一過性に survivin 発現が抑制されるものの、その後は速や
かに発現量が回復し 28日後には trametinib耐性となった。これらの結果から癌細胞にお
ける RB1遺伝子の有無が trametinib耐性に関与する可能性がある。 
 
②RB1-positive KRAS mutant lung adenocarcinoma cellsにおいて RB1 knockdown は
trametinibによる survivinの発現低下を抑制する 
RB1-positive KRAS-mutant adenocarcinomaにおいて、RB1が survivinの発現抑制に
直接的に関与しているか調べるため、siRNAを用いて RB1を knockdownした。H358、
H441 ともに RB1-depleted cells では trametinib 投与の有無および濃度にかかわらず、
control cells と比較して有意に生細胞数が増加した。またその際、RB1 knockdown 細胞
では controlと比較して trametinibによる survivin発現抑制が RNA、タンパクレベルと
もに顕著に減弱した。 
 
③Survivin trametinib耐性 H2009において重要な役割を果たす 
RB1-negative KRAS-mutant lung adenocarcinoma の H2009細胞は trametinib投与
により約 4 週間で耐性細胞（H2009 TR (trametinib resistant)）を得ることが出来た。
H2009 TR細胞を用いて、survivinが trametinib耐性に関わっているか否かを検索した。
H2009親株は trametinib 20 nMで治療すると有意に生細胞数が減少したが、H2009 TR
は同治療で生細胞数は僅かに減少するにとどまった。次に H2009 親株とH2009 TR cells
の survivinを siRNAで knockdownしたところ、両細胞ともに survivin knockdownによ
り生細胞数が著しく減少した。H2009 TR において、NC siRNA-treated (control) cells で
は trametinib (20 nM or less)による治療効果は認められなかったが、survivin を
knockdownすると parental cellsと同様に trametinibの濃度依存性に生細胞数が減少し
ており、trametinibへの感受性が回復していることがわかった。また H2009 TR cellsで
は survivin knockdownのみでも親株よりも明瞭にCleaved caspase3の発現が確認できる
ことから、TR cellsでは親株よりも生存に対する survivin依存性が高いことが示唆された。




BRAF or NRAS変異陽性Melanoma細胞株に trametinibを投与した場合、RB1陽性
の melanoma 細胞では RB1 が脱リン酸化され E2F の転写活性が抑制され、結果として
survivin発現が抑制されるが、RB1を欠失したmelanoma細胞では survivinが低下しな
かったとの興味深い報告がある。我々の研究結果はこの先行研究に基本的に合致してい
る。一般に 20-30%の非小細胞肺癌において RB1 は欠失している。我々の実験結果は、
RB1-negative KRAS-mutant肺腺癌は trametinibに容易に耐性化してしまうことを示唆
しているし、RB1 statusが trametinibを投与する際の biomarkerとなる可能性がある。 
 我々の研究には以下の limitationがある。1つは、RB1を knockdownしても trametinib
による survivin発現抑制が完全には抑制されなかったことである。我々はRB1陽性KRAS
変異陽性肺腺癌細胞で trametinib 治療により survivin 発現を誘導する pNF-kB や
pSTAT3の上昇を確認しており、survivin発現抑制が完全でなかったことに関与している
かもしれない。もう 1つは、trametinib存在下での RB1陽性肺腺癌細胞 H358, H441を
約 60 日までしか観察をしていないことである。我々は trametinib 耐性の H358, H441 
cellsを得ていないが、臨床試験において KRAS陽性非小細胞肺癌に対して Trametinib単





RB1-positive KRAS mutant lung adenocarcinomaにおいて trametinibは p21の誘導、
RB1 の脱リン酸化を介して survivin 発現を持続的に減少させることを示した。一方
RB1-negative KRAS-mutant adenocarcinomaでは、trametinibによる survivin発現抑
制は持続せず、容易に trametinibに対し耐性化し、その TR cellsは survivin依存性に生
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2）Trametinib downregulates survivin expression in RB1-positive KRAS-mutant lung 
adenocarcinoma cells.  
（トラメチニブは RB1 陽性 KRAS変異陽性肺腺癌細胞のサバイビン発現を抑
制する） 
結果の要旨 
Survivin knockdown induces senescence in TTF-1-expressing, KRAS-mutant lung adenocarcinomas.  






胞の survivin の発現を検討した。TTF-1 陽性かつ E-cadherin 陽性の KRAS-mutant 肺腺
癌細胞株NCI-H358 cellsと NCI-H441 cellsを用いて survivin, TTF-1 knockdown実験を
行った。さらにMEK inhibitor trametinib および Bcl-2 inhibitor ABT-263を用いて各細
胞株に apoptosisを誘導するかどうか、in vitro, in vivoで検証した。 








Trametinib downregulates survivin expression in RB1-positive KRAS-mutant lung adenocarcinoma 
MEK inhibitor trametinib が上皮型 KRAS 陽性肺腺癌細胞株 H358, H441 cells の
survivin発現を低下させるという興味深い現象を見出した。本研究では、RB1陽性 KRAS
変異陽性肺腺癌細胞株（H358, H441）と RB1陰性 KRAS変異陽性肺腺癌細胞株（H2009）
を用いて、Trametinibが如何なる機序で survivin発現を抑制するのかを検索した。 
 RB1-positive KRAS mutant lung adenocarcinomaにおいて trametinibは p21の誘導、
RB1 の脱リン酸化を介して survivin 発現を持続的に減少させることを示した。一方
RB1-negative KRAS-mutant adenocarcinomaでは、trametinibによる survivin発現抑制
は持続せず、容易に trametinib に対し耐性化し、その TR cells は survivin 依存性に生存
していた。以上より trametinibは RB1が保たれた KRAS-mutant lung adenocarcinoma
においては、survivin発現抑制という機序で抗腫瘍効果を発揮している可能性がある。 
 
 
 以上の質疑の後、審査員全員より、申請者の論文が博士論文として価値があり、博士の
学位を得るにふさわしい資格を有していると判断された。 
 
